MTA doktori értekezés biralata

Nagy Balint: A valosidéj PCR mddszer alkalmazésa a klinikai genetikai gglakman

Az alkalmazott kutatasok végisélja, hogy eredményeit a gyakorlatban is alkalrdlzamit
nem mindig kdnniy elérni, hiszen sokszor a hagyomanyos, jol ber@gismert moédszereket
kell lecserélni egy ismeretlenre. Nagy Balint késat j6 példak erre a folyamatra, hiszen
kovetve a mai tudomanyos vilagunk talan leggyoraaldbjlbdé agat, a molekularis bioldgiat,
az elmult években tdbb olyan mddszert honositog menkahelyén, amelyek alkalmazzak
ennek a tertiletnek a vivmanyait. MTA doktori értadseben részben ezeket a kutatasokat
ismerteti, részben egyes bedllitott médszereklaglkaitatas jelleiykérdéseket vizsgal.

Formai értékelés

A dolgozat formai szempontbdl megfelel a doktotekezéssel szemben tAmasztott
kovetelményeknek, 6sszesen 146 oldalon minden égékdejezet megtalalhat6é benne,
kezdve a roviditések jegyzekba kdszonetnyilvanitasig. Nyelvezete, stilusa tndoyos, de
kénnyen, j6l olvashaté. Helyesirasi, fogalmazasitattansagok nagyon ritkak. Az egy-két,
altalam felfedezett hiba felsorolasatol eltekint&kel6lt tudoményos cikkeinek,
idézettségének szaméven meghaladja a doktori cimmel kapcsolatos alapiadnényeket.

Szakmai értékelés

A dolgozat érdemi része egy torténelmi attekintdssedidik, ami szamomra egy kicsit
tankényvjelled, de ez nem jelent feltétlendl hib&ildg azért nem, mert a kutatasékcglja
eppen ezeknek a modszereknek a bevezetése a kfjgidaoriatba. A modszerleirasoknal a
hibridizaciés (FRET) préba leirasaval volt egy pisblémam. En ugy tudom, illetve
utdnanézve az internet is azt mutatta, hogy ezekpébaknal a detektalas az annealing
(hibridizacio) kdzben kell, hogy torténjen, hiszadkor kertil egymas kdzelébe a donor és az
akceptor. Ezzel szemben a dolgozatban az talalhatfy, a detektalas a lanchosszabbitas
végen torténik. Ez valéban igy van?

A kovetked kérdés a 28. oldalon leirt génexpresszio mérésedllt fel bennem, ahol a
pontos koncentracié meghatarozashoz ismert DN&naithigitasi sor készitését javasolja
béta globin génfl. Mivel a génexpresszié mérés mRNS mérést jetattkicsit pontositani

kéne.



A 36. oldalon az STR-ek definicidja eltér az alaigtol, nem small tandem repeat, hanem
short tandem repeat.

Kisebb pontatlansag talalhaté a VEGF-fel kapcsalaid 37. oldaltol keZaioen, ami aztan
végig a dolgozatban tobbsz6éfrdul. A VEGF egyetlen génkeént szerepel, pedig@y
fehérje csalad, amelynek kulonlédzagjait kilonb6# gének kodoljak, pVEGFA, VEGFB,
VEGFC, stb. Pontositani kell, hogy melyik gént is vidsglade tartozik, hogy tudoméanyos
munkékban a gének hivatalos HUGO (HUGO Gene Nomé&rd Committee ) nevét és

irasmodjat (dit betik) kell hasznalni, ami a legtobb esetben teljesilzi értekezésben.

Az irodalmi attekintést a célkizések kovetik. A jelolt dsszesen hat célt fogalmazn benne,
melyek mindegyike modszerbedllitds. Egy alapkutddée foglalkozo kutatonak dis
olvasasra kicsit furcsa, hogy egy MTA doktori égeésben a kutatasok céljai modszerek
adaptalasa, bevezetése. Az alapkutatasoknal ugyamisiszerek bedllitdsa csak ad étpes
a kutatas védgskérdéseinek vizsgalatara. Itt azonban alkalmaad#tasokrol van szg, ahol a
modszerek beallitdsanak, adaptalasdnak masokéségirkdvetelményei, mint az
alapkutatasoknal és etitkovetkeden nagyobb szellemi tevékenységet is igényelnek.
Réadasul, ahogy a dolgozat eredménslagkideril, bizonyos beallitott modszereket
alapkutatasi kérések vizsgalatara is felhasznakisidtek. Azonban tanulményozva a jelolt
teljes tudomanyos munkéssagat, cikkeit, vilagogdi&,\hogy az nem korlatozodik
modszerbedllitdsokra, hanem annal lényegesenddteljb. Talan érdemes lett volna kicsit

tobb témat a dolgozat témajahoz csatolni, bar Exzaiileg csak egy szubjektiv vélemény.

Az anyagok és mddszerek részben szakemberhez @éiéban reprodukalhaté pontos

leirasokat olvashatunk.

Az eredmeények leirdsanal pontos képet kaphaturikéamkozd mddszerek
0sszehasonlitdsarol, bedllitasarol. A magzatvioplasma gondii febizés kimutatasanal 4
PCR alapu médszert hasonlit 6ssze. A legjobb &8l kégilasztott modszer 1 ora alatt 32
mintanal egyetlen kérokozét is képes volt kimutagmely komoly teljesitmény és jeléat
elérelépés a korabbi modszerrel 6sszehasonlitva. Mgrmadvaré a leirasnal néhany
pontatlansag. igy a médszereknél 74 varandosbpbzBiv IgM-re 2 1gG-re, az
eredmeényeknél 48 pozitiv IgM-re, mig a megbeszéléshar csak 6sszesen 64 varandos

mintarol van sz6. Nem tudom, hogy egy modszer betésznél nem kell-e megadni a



modszer szenzitivitasat és specificitasat? Volyanivizsgalat erre a modszerre és ha igen,
mi volt az eredménye?

A 21-es triszOmia kimutatasanal a 13. abran sajeas lehet megallapitani, hogy melyik a
kék, lila és a bord6 szirvonal, de ez kébb is igaz a hasonlo abréakra. En jobbnak tartottam
volna ha az SNP markerek megadasanal, azok higataliddja is megadasra kerilt volna.
Amikor megprébaltam a megadott kodok alapjan (W899 és WIAF 2643) utananézni az
SNP-knek, csak a jeldlt cikkét, illetve a markerteddészor leird cikket talaltam meg. Szintén
hasznos informacio lett volna az SNP-k populaci@kgrisaga. A modszer a hagyomanyos
kariotipizalasi médszernél jeldisten gyorsabb. Szintén gyorsabb a mikroszatellita
polimorfizmuson alapulé fluoreszcens PCR-nél égrirans analizisnél. Viszont minddssze a
betegek kb. 50 %-at tudta a kétféle SNP diagnadniizEzzel kapcsolatban a kérdésem, hogy
minimum hany SNP vizsgalataval lehetne 100% kozel@hni a mddszer szenzitivitasat?
llletve elképzelhdinek tartja-e, hogy ennek a modszernek valamilyéiozatat alkalmazzak

a klinikai gyakorlatban?

a részben, illetve a kélsbiekben t6bbszoér is@brdul egy elnevezésbeli hiba. @FTR

génben az F508C mutacio egy fenilalanin cisztegmecés szembenA-508-cal, ami a
fenilalanin delécidja, az F508C-nél nem kel gl, ami a delécidra utal. Itt az
abraszamozasok valésitieg nem stimmelnek, a fragmens analilisz616 alfejezetben, az
utolso sorban a 19. abrara torténik utalas, angghyobvadaspont analizist mutat.

A szabad nukleinsav meghatarozasnak oriasi a {sége, hiszen megteremti a lefsgiget,
hogy a terhességnél veszélyes invaziv mintavétgetieegyszeal anyai vérvétellel kapjunk a
magzatrol genetikai informéciokat. A jelolt, nagyloelyesen ezen a terlileten is végez
kutatasokat. Az ebben a fejezetben talalhatd 2analaz X tengelyen hibas felirat talalhato,

ciklusszam helyettdmérséklet.

A megbeszélésnél az eredmények értelmezése ésradngos irodalomban talalhatékkal
val6é 6sszevetése olvashatd megtetainvonalon. A 96. oldalon az szerepel, hogy aGV¥E
génben 30 SNP-t irtak le. Mint madkeb irtam, bar ilyen gén nincs, a doSNP adatbazisban
VEGF cimszohoz 9817 db SNP tartozott, és a jeliat @aloszirileg vizsgaltVEGFA

génben is tébb mint 2000.

Az (jj tudomanyos eredmények leirasanal a jelobddtban irja le eredményeit. En ezt egy

kicsit kevesebb pontban és tomorebben fogalmaztdnameg.



A fentieken kivil néhany kérdés a jeldlthoz:

» Elképzelhatnek tartana-e olyan T gonddi detektalasi médsaerely a magzatok
fertozottségeét kevesbé invaziv modon vett mintabdl \vakrsg?

» Mit gondol, a prenatélis diagndzisban mi lesz & jiwdszere genetikai
vizsgalatoknal?

» Lesz-e Ujszulotteknél teljes genom szekvenalasfadamiért nem, ha igen, milyen
negativ és pozitiv kdvetkezményei lehetnek?

e Hasznaljak-e a gyakorlatbam&508 mutaciora kidolgozott gyors, PCR alapu
modszert?

* Miaz ebnye és hatranya az RhD magzati vércsoport PCRutérnb

meghatarozasanak? Hasznaljak-e a rutinban?

Osszefoglalva, Nagy Balint tudomanyos tevékenységtakezését és annak dsszefoglalojat

megfelebnek taldlom, a nyilvanos vita kizését, tovabba aielfogadasat ajanlom.
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